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RESUMO

As formas canina e humana da leishmaniose visceral ocorrem
endemicamente em vários Estados do Brasil, havendo associ-
ação entre cães infectados e presença do vetor. Com o intuito
de utilizar a PCR para o diagnóstico em cães, procedeu-se à
amplificação, por PCR, de fragmento de 120pb de kDNA de
Leishmania spp. em amostras de sangue periférico de cães. O
limiar de detecção da reação em cadeia pela polimerase reve-
lou amplificação de kDNA referente a 0,1 parasita/500μL de
sangue periférico. Os resultados de validação da PCR em 166
amostras de cães do município de Poxoréo-MS revelaram sen-
sibilidade de 55% e especificidade 66,3%, considerando-se a
reação de imunofluorescência indireta como padrão.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose visceral canina, Diagnós-
tico, Ácido desoxirribonucléico (DNA), Reação em cadeia
pela polimerase (PCR), cão.

INTRODUÇÃO

Leishmanioses são doenças causadas por protozoários do
gênero Leishmania, parasita que infecta numerosos mamífe-
ros, incluindo o homem. São transmitidas pela picada de
flebotomíneos e dentre as 15 espécies de Leishmania que
infectam o homem, 13 tem natureza zoonótica causando a
forma visceral, cutânea ou mucocutânea (GRAMICCIA;
GRADONI, 2005).

No Brasil, as formas canina e humana da leishmaniose
visceral (LV) ocorrem endemicamente em vários Estados das
regiões Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste e em todos
os Estados há associação entre cães infectados e presença do
vetor (MILES et al., 1999). O baixo padrão de vida da popu-
lação, a maior densidade dos flebotomíneos e a presença de
cães infectados são fatores predisponentes para implantação
desta zoonose (ALENCAR, 1983; BADARÓ et al., 1986;
NASCIMENTO, 1996).

As principais medidas de controle da LV no Brasil es-
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tão baseadas na interrupção do ciclo de transmissão e en-
volvem o diagnóstico e tratamento de casos humanos, o
controle vetorial através do uso de inseticidas e a triagem
sorológica com posterior eutanásia de cães positivos para
leishmaniose (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001; BRA-
SIL, 2003). A reação de imunofluorescência indireta
(RIFI) tem sido mais freqüentemente utilizada na popula-
ção canina (COSTA; VIEIRA, 2001). Mais recentemen-
te, o diagnóstico molecular baseado na amplificação de
fragmento de DNA através da reação em cadeia pela
polimerase (PCR) tem sido desenvolvido por diversos
autores (RODGERS, et al., 1990; REALE et al., 1999;
FISA et al., 2001; QUINNELL et al., 2001; SILVA et al.,
2001; LACHAUD et al., 2002; IKONOMOPOULOS et
al., 2003; MANNA et al., 2004), resultando em maior ra-
pidez de execução.

Rodgers et al. (1990), assim como outros autores, basea-
ram-se na amplificação de fragmento da região conservada do
minicírculo de kinetoplastos (kDNA)  por estes estarem pre-
sentes em 10.000-20.000 cópias e por ser a amplificação da
região conservada 10 vezes mais sensível que a da região vari-
ável.

A amplificação de fragmentos de DNA de Leishmania pela
PCR tem sido realizada a partir de diferentes tecidos bem como
de aspirado de linfonodos, medula óssea e de leucócitos de
sangue periférico (IKONOMOPOULOS et al., 2003). O uso
de sangue periférico apresenta a vantagem de ser um proces-
so de coleta fácil, menos invasivo, mas que pode resultar em
menor sensibilidade do teste devido à baixa parasitemia dos
animais infectados  (FISA et al., 2001).

Objetivou-se avaliar a PCR para amplificação de DNA de
Leishmania spp. em amostras de sangue periférico de cães,
com o intuito de utilizá-la como instrumento diagnóstico da
leishmaniose visceral canina (LVC) em área endêmica. Além
de questões logísticas, optou-se pela região de Poxoréo-MT
por ter registrado anteriormente casos humanos de
leishmaniose visceral. As medidas aplicadas no município para
o controle desta enfermidade têm sido a identificação e trata-
mento de casos humanos, a identificação e eutanásia de cães
soropositivos e o controle vetorial.

MATERIAL E MÉTODOS

Determinação do limiar de detecção da PCR. Amostras
de sangue periférico de 2 cães, sem raça definida, provenien-
tes de área não endêmica para LVC (Diadema-SP) e negati-
vos para anticorpos anti-Leishmania spp. pela reação de
imunofluorescência indireta (RIFI) foram utilizadas para a
contaminação artificial das amostras, em duplicata, com di-
luições seriadas, na base 10, de formas promastigotas de
Leishmania (Leishmania.) chagasi (MHOM/BR/74/PP75), em
fase exponencial de crescimento, mantidas em meio de cultu-
ra (LIT). A extração de DNA foi realizada após digestão com
proteinase K (0,5μg), extração com fenol/clorofórmio/álcool
isoamílico (25:24:1) e precipitação com etanol (SAMBROOK
et al., 1989).

Coleta de sangue total e avaliação sorológica dos
cães. No período de setembro a novembro de 2002 foram
colhidas amostras de sangue de cães sem raça definida, com
idade variada, dos diferentes setores do município de
Poxoréo-MS (15°24’00"Sul e 54°18’15"W), após consen-
timento esclarecido dos proprietários. As amostras de san-
gue total foram colhidas com citrato de sódio 62,5mM/áci-
do cítrico 20,8mM e conservadas a –20°C, até o processa-
mento. A presença de anticorpos anti-Leishmania no soro
foi avaliada através da RIFI realizada pelo Laboratório
Central do Estado do Mato Grosso (LACEN), segundo
Camargo e Rebonato (1969). A diluição discriminante do
soro foi de 1/40. Oitenta amostras de cães considerados
positivos ao teste de RIFI e 86 amostras de cães negativos
oriundos dos mesmos setores das amostras positivas, fo-
ram avaliadas quanto à presença de DNA de Leishmania
spp., através da PCR.

Extração e amplificação de DNA. O DNA foi extraído de
500μl de sangue periférico de cão, conservados a -20°C, utili-
zando-se o kit GFX genomic blood kit® (Amersham Biotech,
Piscataway, New Jersey, USA) para um volume final de 100μl.

A amplificação de DNA de minicírculos de kinetoplastos
de Leishmania spp. foi realizada pela PCR utilizando-se os
primers 13A (5´-GTG  GGG GAG GGG CGT TCT -3´) e
13B (5´-ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3´) descritos
por Rodgers et al. (1990). As reações foram realizadas em
duplicata, contendo 5μl de tampão de reação 10x
(Invitrogen®,Carlsbad, California), 1,25 mM de cada
desoxinucleotídeo trifosfato, 1,5mM MgCl

2
, 0,2μM de cada

primer, 2U de Taq DNA polimerase recombinante
(Invitrogen®, Carlsbad, California) e 5μl de DNA em um
volume final de 50μl. As amostras foram amplificadas em
aparelho termociclador (MJ Research Thermal cycler) com
denaturação inicial a 95°C por 5 minutos, sendo seguido por
35 ciclos de 95°C por 30 segundos para denaturação, 63°C
por 45 segundos para associação, 72°C por 30 segundos para
extensão e 72°C por 5 minutos para extensão final. A verifica-
ção da amplificação dos fragmentos de DNA de 120 pb foi
feita com 10μl do produto de PCR por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8%, corado com nitrato de prata.

RESULTADOS

A avaliação do limiar de detecção da PCR revelou ser
possível a amplificação de fragmento de DNA (120bp) em
amostra de sangue artificialmente contaminada com até 10-1

formas promastigotas de Leishmania (L.) chagasi (Figura 1).
A Figura 2 ilustra alguns dos resultados observados, por

PCR, em amostras de sangue de cães do município de Poxoréo-
MT, com diagnóstico sorológico (RIFI) positivo e negativo
para Leishmania spp.

Adotando-se a RIFI como método diagnóstico padrão, a
avaliação da PCR, segundo Guimarães (1985) revelou sensi-
bilidade relativa de 55%, especificidade relativa de 66,3% e
concordância de 60,8% (Tabela 1). O coeficiente de concor-
dância Kappa (ZAR, 1998) foi calculado em 0,2134.
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DISCUSSÃO

No presente estudo, objetivou-se avaliar a PCR em amos-
tras de sangue circulante de cães, para amplificação de frag-
mento de 120pb de kDNA de Leishmania spp. Embora amos-
tras de aspirado de linfonodo (REALE et al., 1999) e de pele
(MANNA et al., 2004) tenham sido reportados como amos-
tras clínicas melhores que sangue circulante para amplifica-
ção de kDNA de Leishmania spp. em cães, optou-se por utili-
zar amostras de sangue por ser de colheita mais fácil e menos
invasivo, particularmente quando se avalia grande número de
animais.

A PCR descrita revelou amplificação de kDNA referente
a 0,1 parasita/500μl de sangue circulante, resultado este con-
siderado melhor que o observado por Reale et al. (1999) que,
utilizando os mesmos oligonucleotídeos iniciadores em amos-

tras de sangue artificialmente contaminadas com DNA de
Leishmania infantum, observaram limiar de 1 parasita/500μl
de sangue, após PCR e hibridização com sonda de 70pb. Já
Lachaud et al. (2002), avaliando seis métodos de PCR, refe-
rem-se a limiar de 10-3 parasitas/ml de sangue periférico, após
amplificação de kDNA por PCR semelhante à descrita no pre-
sente artigo. O melhor limiar de detecção da PCR a partir de
DNA de kinetoplasto (kDNA) de Leishmania pode ser expli-
cado pelo grande número de cópias de minicírculos de
kinetoplasto presentes no parasita (REALE et al., 1999,
LACHAUD et al., 2002). A avaliação do limiar de detecção,
ainda que teórico, uma vez que pelo menos um parasita preci-
sa estar presente na amostra (LACHAUD et al., 2002), é um
dos indicadores da performance do teste, considerada boa no
presente estudo.

Quando a PCR foi avaliada em amostras de cães colhidas
a campo em área endêmica (Poxoréo-MT), os resultados re-
velaram baixa sensibilidade (55%) e especificidade (66,3%)
e fraca concordância (kappa= 0,2134), segundo os critérios
de Landis e Koch (1977), quando comparadas a imunofluo-
rescência indireta. Ikonomopoulos et al. (2003) avaliaram a
PCR com oligonucleotídeos iniciadores diferentes dos utili-
zados no presente trabalho, em 160 amostras de sangue de
cães de Atenas, Grécia, e observaram valores maiores de sen-
sibilidade (87,8%) e de especificidade (95,3%) comparando-
se com os resultados da RIFI. Manna et al. (2004) avaliaram
95 cães naturalmente infectados por Leishmania infantum, na
Itália, e observaram alta positividade (94%) na PCR realiza-
da com os mesmos iniciadores utilizados no presente estudo
em amostras de sangue de cães.

De modo geral, há grande variação na sensibilidade do
método de PCR particularmente no que se refere ao método
de extração de DNA utilizado, da escolha dos oligonucleo-
tídeos iniciadores, das amostras clínicas utilizadas bem como
do tempo de infecção (QUINNELL  et al., 2001; LACHAUD
et al., 2002; IKONOMOPOULOS et al., 2003; MANNA et
al., 2004). No presente trabalho, os oligonucleotídeos esco-
lhidos amplificam um fragmento de minicírculos de DNA de
kinetoplasto que resultou em melhor limiar de detecção po-
rém,  a qualidade das amostras clínicas pode influenciar os
resultados de sensibilidade e especificidade observados na
PCR, uma vez que as colheitas de sangue total foram reali-
zadas por agentes de saúde que não estavam acostumados
a homogeneizar as amostras, resultando em amostras com
presença de coágulos que dificultaram a extração do DNA
alvo. Outro fator que pode colaborar para a baixa sensibi-
lidade da PCR em amostras de sangue é o grau de parasi-
temia dos animais infectados, conforme já citado por Fisa
et al. (2001). Por questões logísticas, os animais do pre-
sente trabalho não puderam ser avaliados parasitologi-
camente dificultando a análise dos resultados observados
na RIFI.

A associação da hibridização com sonda de DNA radioa-
tivamente marcada pode favorecer o desempenho da PCR,
conforme observação de Reale et al. (1999) e Silva et al.

Figura 2.  Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com ni-
trato de prata.  Amplificação de fragmento de DNA (a) Controle Posi-
tivo contendo 104 formas promastigotas de Leishmania chagasi; (b-
o) de sangue periférico de cães oriundos de Poxoréo-MS; (p) de
sangue periférico de cão naturalmente infectado com Leishmania
spp. de área endêmica (q) de sangue periférico de cão de área não
endêmica; (No) sem DNA. PM = marcador em escada de 100pb
(Invitrogen®).

Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitra-
to de prata.  Amplificação de fragmento de DNA de 110.000 formas
promastigotas de Leishmania chagasi diluídas na base 10.
(C+)110.000 formas promastigotas de Leishmania chagasi; (C-) DNA
de cão negativo e (No) sem DNA. PM = marcador em escada de
100pb (Invitrogen®).

Tabela 1. Número de amostras de sangue de cães estuda-
das segundo o resultado da reação de imunofluorescência
indireta (RIFI) para leishmaniose e reação em cadeia pela
polimerase (PCR).

PCR RIFI

Positivo Negativo Total

Positivo 44 29 73
Negativo 36 57 93

Total 80 86 166
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(2001). Estes autores observaram 85% e 100% de sensibili-
dade e 80% e 95,2% de especificidade, respectivamente. Por
outro lado, a hibridização é um procedimento mais demora-
do, que oferece riscos ao operador, além da necessidade de
adequações físicas para o desenvolvimento desta metodologia,
o que justifica a diminuição de sua aplicação mais recente-
mente. Outro procedimento que pode favorecer os resultados
da PCR é a realização do “nested-PCR” utilizado por Fisa et
al. (2001) em amostras de sangue de cães, o qual não foi ava-
liado no presente estudo.

Nas condições estudadas, a PCR não se revelou em boa
ferramenta para triagem diagnóstica em populações devi-
do à baixa sensibilidade e especificidade, quando compa-
rada à RIFI. Em áreas endêmicas, os testes sorológicos ain-
da apresentam como vantagem a maior facilidade de exe-
cução e o custo mais baixo. A PCR pode ser de grande valia
no diagnóstico individual e para o acompanhamento de cães
vacinados, medida recentemente adotada por alguns clíni-
cos veterinários no Brasil e não recomendada pelo Ministé-
rio da Saúde como medida de controle da leishmaniose
visceral.
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